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Mehrparametrige Detektion in einem fluidischen Mikrosystem 

Die Erfindung betrifft Verfahren zur Messung von Eigenschaf ten 
von Partikelh, die sich in einer Flussigkeit suspendiert durch - 
ein fluidisches Mikrosystem bewegen, und Messeinrichtungen und 
fluidische Mikrosysteme, die zur Durchf iihrung derartiger Ver- 
fahren eingerichtet sind. 

Es ist allgemein bekannt, mikroskopisch kleine Objekte, insbe- 
sondere biologische Zellen durch optische Messverf ahren zu cha~ 
rakterisieren, die auf der Detektion von Fluoreszenzlicht oder 
•■auf Streulicht- oder Durchlichtmessungen (z.B. Phasenkontrast- 
messungen) basieren. In der Regel sind zur Charakterisierung 
von Zellen mehrparametrige Analysen erf orderlich, bei denen zum 
Beispiel morphologische Eigenschaf ten und stoffliche Eigen- 
schaf ten der Zellen erfasst werden. 

Bei der herkommlichen Durchf luftzytometrie werden in sog. Flow- 
cytometern Zellen hydrodynamisch fokussiert, in Tropfen verein- 
zelt und bei der Passage an einem Detektor durch gleichzeitige 
(zeitlich parallele) Aufnahme von Fluoreszenz- und Streulicht - 
signalen charakterisiert . Flowcytometer besitzen zwar wegen der 
hohen Tropf engeschwindigkeiten von zum Beispiel 10 m/s einen 
hohen Durchsatz. Nachteilig ist jedoch die hohe hydrodynamische 
Belastung der Zellen, so dass die Zellvitalitat stark einge- 
schrankt ist. Weitere Nachteile der Flowcytometer bestehen dar- 
in, dass kein steriles Arbeiten moglich ist und dass kompli- 
ziertere Messungen, wie zum Beispiel Kinetik-Messungen oder 
morphologische Untersuchungen, insbesondere von Zellbestandtei- 
len nur schwer moglich oder ausgeschlossen sind. 

Es ist ferner allgemein bekannt, in fluidischen Mikrosystemen 
suspendierte Partikel, insbesondere biologische Zellen im sus- 
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pendierten Zustand zu untersuchen. Es 1st beispielsweise in ei- 
nem Hybridchip eine Einzellzellanalyse vorgesehen, bei der Zel- 
len mit dielektrischen Elementen unter der Wirkung von negati- 
ver Dielektrophorese manipuliert und an einer Messstation hoch- . 
aufgelosten mikroskopischen Untersuchungsverf ahren unterzogen 
werden (siehe z. B. T. Miiller et al . . in "Biosensors & Bioe- 
lectronics" Bd. 14, 1999, S. 247-256). Urn Zellen zunachst ±m 
Suspensionsstrom in einem Kanal des Mikrosystems zu fokussie- 
ren, werden dielektrische Auf reihelemente (sog. Funnel) verwen- 
det. Anschlieliend werden die Zellen in einem dielektrischen 
Feldkafig fur eine bestimmte Detektionszeit bei sehr geringer 
Stromungsgeschwindigkeit « 50 um/s) far eine Fluoreszenzmes- 
sung stabil f estgehalten . Die Messung von Partikeleigenschaf ten 
in fluidischen Mikrosystemen besitzt zwar Vorteile- in Bezug auf 
die hohe Spezifitat und das hone Auf losungsvermogen der Messun- 
gen, die Moglichkeit, steril zu arbeiten, und die partikelspe- 
zifische Prozedur nach der Messung, zum Beispiel bei der Ablage 
von Zellen in Kulturgef afien . Nachteilig ist jedoch der insbe- 
sondere im Vergleich zur Durchf luBzytometrie erheblich geringe- 
re Durchsatz der fluidischen Mikrosysteme . 

Es sind Versuche bekannt, den Durchsatz der fluidischen Mikro- 
systeme durch.automatische Detektionstechnikeh zu. erhohen, in- 
dent insbesondere der Bewegungs zustand der Zellen unter Verwen- 
dung einer Detektormaskierung erfasst wird (siehe DE ,199 0 , 3 — 
001, DE 101 20 498) . Allerdings ist auch bei diesen Techniken 

~^f^dte^557^^~^te der Objekte, also beispielsweise die 
Eignung biologischer Zellen fur nachfolgende Verarbeitungs- 
oder Kultivierungsschritte, visuell durch einen Operator zu 
evaluieren. Der Operator entscheidet unter Beobachtung eines 
mit dem Mikroskop vergrolierten Bildes, welche Objekte fur eine 
hochauflosende Messung oder fur 'weitere Schritte selektiert 

• werden. Diese Evaluierung erfordert einen speziell geschulten 
Operator, sie ist zeitaufwendig, ermiidend und wegen der Subjek- 
tivitat der Entscheidung nachteilig. Beispielsweise werden 
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schwach fluoreszierende Objekte von einem Operator ggf. nicht 
erkannt. Unterscheidungshilf en konnen nur durch eine zusatzli- 
che, ggf. belastende Beleuchtung der Zellen gegeben werden. 

Die Aufgabe der Erfindung ist es, verbesserte Verfahren zur 
Messung von- Eigenschaf ten von Partikeln in f luidischen Mikro- 
systemen bereit zustellen, mit denen die Nachteile der herkomm- 
lichen Messverf ahren iiberwunden werden und die insbesondere ei- 
nen erhShten Durchsatz und eine Automat isierung der Messung er- 
moglichen. Die Aufgabe der Erfindung ist es auch, verbesserte 
Messeinrichtungen und/oder fluidische Mikrosysteme zur Umset- 
zung der Messverf ahren bereit zustellen. 

Diese Aufgaben werden mit Verfahren, Messeinrichtungen und Mik- 
rosysteme mit den Merkmalen gemaB den Patentanspruchen 1, 18 
oder 22 gelost. Vorteilhafte Ausf iihrungsf ormen und Anwendungen 
der Erfindung ergeben sich aus den abhangigen Anspruchen. 

Eine Grundidee der Erfindung ist es, ein Verfahren zur Messung 
von Eigenschaf ten von Partikeln, die sich in einer Flussigkeit 
•suspendiert durch ein fluidisches Mikrosystem bewegen, mit min- 
destens zwei zeitlich und raumlich versetzten Messungen an ei- 
nem bestimmten Partikel und einer anschliefienden gemeinsamen, 
korrelierten Evaluierung der Messergebnisse dahingehend weiter- 
zuentwickeln, dass die Messergebnisse fur verschiedene Eigen- 
schaften des gemessenen Partikels charakteristisch sind, und 
die Evaluierung einen Vergleich beider Messergebnisse mit vor- 
bestimmten Erwartungswerten -umf asst„ urn in Abhangigkeit vom Er- 
gebnis des Vergleiches weitere Messungen oder Manipulationen am 
gemessenen Partikel zu bewirken. Besonders vorteilhaft kann es 
sein, aufeinander folgend einen morphologischen (z.B. geometri- 
schen) und einen stofflichen Parameter des betrachteten Parti- 
kels zu erfassen. Eine solche Kombination ermoglicht eine Klas- 
s'ifizierung des Partikels ' mit erhdhter Sicherheit und Reprodu- 
zierbarkeit und eine zuverlassigere Ansteuerung von Folgepro- 
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zessen, wie zum Beispiel einer ergSnzenden Prazisionsmessung 
oder einer Sortierung. 

Durch die erfindungsgemaJJe Kombination von mindestens zwei 
raumlich getrennt und in einem gemeinsamen, durchstromten Kanal 
angeordneten Messstationen zur Durchftihrung der auf verschiede- 
ne Parameter (Eigenschaf ten) des Partikels gerichteten, korre- 
liert ausgewerteten Messungen k5nnen vorteilhaf terweise die 
Nachteile der herkommlichen Measung in fluidischen Mikrosyste- 
men iiberwunden werden. Der Durchsatz kann erhoht werden, indem 
die Messungen schneller bei laufender Stromung erfolgen. Wah- 
rend ein Partikel vollstandig vermessen ist und die zu diesem 
Partikel ermittelten Parameter evaluiert werden, kann bereits 
der nachste,..in der Stromung durch das Mikrosystem folgende 
Partikel der ersten Messung unterzogen werden. Durch die raum- 
liche Trennuhg der Messstationen kSnnen gegenseitige Storungen 
der Detektionsvorgange zum Beispiel durch unerwunschtes Streu- 
licht vermieden werden. Die Storf reiheit ermSglicht eine repro- 
duzierbare und objektivierbare Messung unabhangig von einem O- 
perator und damit eine Automatisierung der Messung. Schlielilich 
werden im Vergleich zu Messungen in Flowcytometern unerwunschte 
Belastungen der Partikel durch mechanische oder hydrodynamische 
Krafte vermieden. 

GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm der Erfindung wird bei 
einer ersten Messung ein morphologischer Parameter des Parti- 
kels ermittelt. Morphologische Parameter oder geometrische Ei- 
genschaften umfassen allgemein Inf ormationen uber die Gestalt, 
Form oder Struktur des Partikels oder uber die Lageverhaltnisse 
von Bestandteilen des Partikels. Aus dem morphologischen Para- 
meter kann vorteilhaf terweise festgestellt werden, ob der Par- 
tikel nach den Messungen iiberhaupt- weiteren Verarbeitungs- 
schritten unterzogen werden soli. Die erste Messung umfasst 
vorzugsweise eine Durchlichtmessung oder eine impedanzmessung. 
Diese Messungen kSnnen Vorteile in Bezug auf eine schnelle und 
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genaue Erfassung des morphologischen Parameters besitzen. Au- 
fierdem kann festgestellt werden, ob Partikel einzeln oder zu 
Aggregaten verbunden vorliegen. Letzteres ware beispielsweise 
bei Klonierungsexperimenten unerwiinscht. Im Rahmen der ersten 
Messung kann jedoch auch eine elektrische oder magnetische Mes- 
sung erfolgen. 

Gemafl einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung 
wird bei einer zweiten Messung ein stofflicher Parameter des 
Partikels ermittelt, der far die chemische Zusammensetzung des 
Partikels charakteristisch 1st. Stoffliche Parameter oder Ei- 
genschaften umfassen also allgemein Inf ormationen tiber die che- 
mische Zusammensetzung des Partikels oder seiner Bestandteile . 
Bei biologischen Anwendungen kann vorteilhaf terweise festge- 
stellt werden, ob der Partikel, z. B. eine Zelle bestimmte 
Stoffwechselprodukte oder genetisch generierte Substanzen ent- 
halt. Die zweite Messung umfasst vorzugsweise eine Fluoreszenz- 
messung, die Vorteile in Bezug auf eine hohe Spezifitat der de- 
tektierten Substanzen im Partikel besitzen kann. Im Rahmen der 

zweiten Messung kann jedoch auch eine elektrische Messung (z.B. 

Impedanzmessung) oder eine magnetische Messung erfolgen. 

Besonders vorteilhaf t ist es, wenn -die erste Messung zeitlich 
vor der zweiten Messung durchgefuhrt wird. Der morphologische 
Parameter wird zeitlich vor dem stoff lichen Parameter gemessen. 
Bei dieser Ausf uhrungsf orm kSnnen die Messbedingungen der zwei- 
ten Messung vorteilhaf terweise an die morphologischen Eigen- 
schaften des betrachteten Partikels angepasst werden. Bei- 
spielsweise kann bei einem grofien Partikel wegen eines erwarte- 
ten hohen Fluoreszenzsignals eine relativ geringe Intensitat 
der Fluoreszenzanregung eingestellt werden. 

Alternativ ist es erf indungsgemafi mSglich, dass die zweite Mes- 
sung zeitlich vor der ersten Messung durchgefuhrt wird. Wenn in 
diesem Fall der stoffliche Parameter zeitlich vor dem morpholo- 
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gischen Parameter gemessen wird, konnen sich Vorteile in Bezug 
auf den Durchsatz der Messungen ergeben. 

Das erfindungsgemafie Verfahren kann mit verschiedenen Partikel- 
arten, insbesondere synthetischen oder biologischen Partikeln 
durchgefuhrt werden. Besondere Vorteile" ergeben sich aus den 
schonenden Messbedingungen, wenn die Partikel biologische Mate- 
rialien, also beispielsweise biologische Zellen, Zellgruppen, 
Zellbestandteile oder biologisch relevante Makromole.kule, je- 
weils ggf . im Verbund mit anderen biologischen Partikeln oder 
synthetischen Tragerpartikeln umfassen. Synthetische Partikel 
konnen feste Partikel, flussige, vom Suspensionsmediuia abge- 
grenzte Teilchen oder Mehrphasenpartikel umfassen, die gegen- 
tiber dem Suspensionsmedium im Kanal eine getrennte Phase bil- 
den. 

Gemafi einer bevorzugten Anwendung der Erfindung werden in Ab- 
hangigkeit vom Ergebnis des Vergleiches der Messergebnisse Ma- 
nipulationselemente, insbesondere dielektrische und/oder opti- 
sche Elemente im Mikrosystem betatigt , urn den betrachteten Par- 
tikel einer wei'teren Messung und/oder Umlenkung in einen be- 
st immt en Bereich oder Ausgang des Mikrosystems zu unterziehen. 
Als dielektrische oder optische Elemente, die relativ zu den 
Messstationen stromabwarts angeordnet sind, werden vorzugsweise 
mindestens ein dielektrischer Kafig, mindestens eine dielektri- 
sche Weiche und/oder mindestens ein optischer Manipulator ver- 
wendet. Bei den Manipulationselementen kann es sich jedoch auch 
um einen Porator oder allgemein urn fluidische Komponenten han- 
delt, wie beispielsweise eine Partikeldepositionseinheit . 

Besondere Vorteile konnen sich in Bezug auf die Messgenauigkeit 
ergeben, wenn die im Ergebnis des Vergleiches durchgef iihrte 
mindestens eine weitere Messung eine Messung am ruhenden, in 
der Flussigkeit zum Beispiel mit einem dielektrischen Feldkafig 
festgehaltenen Partikel, umfasst. 
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Wenn gemaJl einer Variante der Erfindung aus den gemessenen Pa- 
rametern der Partikel die Zeit, die Richtung und/oder die Ge- 
schwindigkeit des Vorbeitritts des gemessenen Partikels an den 
Messstationen ausgewertet werden, konnen die nachgeordneten Ma- 
nipulationselemente mit grolierer Zuverlassigkeit zu den Zeiten 
angesteuert werden, wenn der betrachtete Partikel mit ' der StrS- 
mung an diesen Elementen ankoramt. Diese Verfolgung der Parti- 
kelbewegung wird auch als "Cell Tracking" bezeichnet und kann 
• auch zwischen den Messstationen erfolgen. Das "Cell Tracking" 
kann also innerhalb des gesamten Kanals des Mikrosystems erfol- 
gen. 

Besonders vorteilhaft ist es fur den Partikeldurchsatz, dass 
mit dem-erfindungsgemafien Verfahren eine Vielzahl von Partikeln 
aufeinanderfolgend an den Messstationen vorbeigestromt, gemes- 
sen und einzeln evaluiert und weiter verarbeitet werden konnen. 
Als MessgroJben kommen hierbei unter anderem die Zellgeschwin- 
digkeit bzw. die Bewegungsgeschwindigkeit der Partikel, der 
Partikel- bzw. Zellabstand oder der StrSmungszustand in Frage . 

Weitere Gegenstande der Erfindung sind eine Messeinrichtung, 
die zur Durchfuhrung des erf indungsgemalien Verfahren angepasst 
ist, und ein fluidisches Mikrosystem, das mit einer derartigen 
Messeinrichtung ausgestattet oder verbunden ist. 

Die erfindungsgemaiSe Messeinrichtung zeichnet sich insbesondere 
durch mindestens zwei Messstationen zur Messung von Partikelpa- 
rametern, die fur verschiedene Eigenschaf ten des jeweiligen 
Partikels charakteristisch sind, und eine Auswertungseinrich- 
tung mit einer Vergleichereinrichtung zum Vergleich der Parame- 
ter mit vorbestimmten Erwartungswerten aus, mit der in Abhan- 
gigkeit vom Ergebnis des Vergleiches ein Signal fur weitere 
Messungen oder Manipulationen am Partikel erzeugt werden kann. 
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Die Messstationen konnen allgemein fiir optische Oder elektri- 
sche Messungen eingerichtet sein. Beispielsweise umfasst die 
erste Messstation vorzugsweise einen Durchlichtdetektor oder 
einen Impedanzdetektor, der mit einem Fluoreszenzdetektor als 
zweiter Messstation kombiniert ist. 

Wenn das erf indungsgemafie Mikrosystem die Messeinrichtung als 
Systemkomponente enthalt, konnen .sich Vorteile in Bezug auf die 
Kompaktheit des Aufbaus ergeben. Alternativ kann die Messein- 
richtung als externes Gerat, zum Beispiel mit einem Mikroskop- 
aufbau vorgesehen sein. 

Vorteile fiir die Messzuverlassigkeit und -ef f ektivitat konnen 
sich ergeben, wenn das Mikrosystem stromauf warts vor der Anord- 
nung der Messstationen mit Fokussierelektroden zur Aufreihung 
von stromenden, suspendierten Partikeln entlang einer geraden 
Reihe parallel zur Stromungsrichtung ausgestattet ist. Die Rei- 
he ist auf die Messstationen gerichtet, so dass fur alle Parti- 
kel die Messungen unter im wesentlichen identischen geometri- 
schen Verhaltnissen erfolgen. 

Wenn gemafi einer weiteren Variante der Erfindung das Mikrosys- 
tern stromabwarts hach- der Anordnung der. Messstationen mit wei- 
teren Messstationen, zum Beispiel mindestens einem dielektri- 
schen Kafig, mindestens einer dielektrischen Weiche und/oder 
mindestens einem optischen und/oder magnetischen Manipulator 
ausgestattet ist, konnen sich besondere Vorteile in Bezug auf 
die unmittelbare Auswirkung der Evaluierungsergebnisse auf die 
weitere Verarbeitung der Partikel ergeben. Es kann insbesondere 
vorgesehen sein, dass die Vergleichereinrichtung unmittelbar 
mit den weiteren Messstationen, dem dielektrischen Kafig, der 
dielektrischen Weiche und/oder dem optischen Manipulator ver- 
bunden ist, urn. diese mit dem Signal der Vergleichereinrichtung 
•zu betatigen. 
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in einem Ausf tihrungsbeispiel der Erfindung verzweigt der Tra- 
gerstromkanal in mindestens zwei Ausgangsleitungen, wobei eine 
der beiden Ausgangsleitungen zur Abfuhrung von negativ selek- 
tierten Partikeln dient, wohingegen die andere Ausgangsleitung 
zur Weiterftihrung von positiv selektierten Partikeln dient. Es 
1st jedoch auch mdglich, mehr als zwei Ausgangsleitungen vorzu- 
sehen, urn die einzelnen Partikel unterschiedlichen Klassen zu- 
ordnen zu konnen, die anschliefiend eine unterschiedliche Be-, 
handlung erfahren. 

In einem Ausf tihrungsbeispiel der Erfindung werden die in dem 
Tragerstromkanal suspendierten Partikel aufiarmittig fokussiert, 
wozu vorzugsweise eine aufiermittig angeordnete Fokussierein- 
richtung vorgesehen ist. Dies ist vorteilhaft, da die in dem 
Tragerstromkanal suspendierten und durch die Fokussiereinrich- 
tung auBermittig fokussierten Partikel dann automatisch und 
exakt definiert in eine bestimmte Ausgangsleitung gelangen, 
wenn keine aktive Ansteuerung einer im Bereich der Verzwel- 
gungsstelle angeordneten Weiche bzw. eines Schalters erf olgt . 

Hierbei besteht zum einen die Moglichkeit, dass die in dem Tra- 
gerstrom suspendierten Partikel auf der Ausgangsleitung fur die 
negativ selektierten Partikel auJJermittig fokussiert werden. 
Dies hat zur Folge, dass die in dem Tragerstrom suspendierten 
Partikel ohne eine aktive Ansteuerung der Weiche bzw. des 
Schalters automatisch in die Ausgangsleitung fur die negativ 
selektierten Partikel gelangen, wohingegen die Weiche bzw. der 
Schalter aktiv angesteuert werden muss, urn die Partikel in die 
Ausgangsleitung fur die positiv selektierten Partikel zu befor- 
dern. Diese Anordnung eignet sich deshalb besdnders bei Unter- 
suchungen, bei denen nur wenige Partikel positiv selektiert 
werden. 

Es besteht jedoch alternativ auch die Moglichkeit, dass die in 
dem Tragerstrom suspendierten Partikel auf der Seite der Aus- 
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gangsleitung fur die positiv selektierten Partikel auftermittig 
fokussiert werden, wenn beispielsweise die Fokussiereinrichtung 
auf dieser Seite auftermittig angeordnet 1st. Dies hat zur Fol- 
ge, dass die in den Tragerstrom suspendierten Partikel ohne ei- 
ne aktive Ansteuerung der Weiche bzw. des Schalters automatisch 
in die Ausgangsleitung fur die positiv selektierten Partikel 
gelangen, wohingegen eine aktive Ansteuerung der Weiche bzw. 
des Schalters erforderlich ist, urn die Partikel in die Aus- 
gangsleitung far die negativ selektierten Partikel zu befor- 
dern. Diese Anordnung eignet sich deshalb besonders fur Unter- 
suchungen, bei denen ein grofier Prozentsatz der Partikel posi- 
tiv selektiert wird. 

In einem bevorzugten Ausf tihrungsbeispiel der Erfindung- ist fer- 
ner vorgesehen, dass der elektrische Kafig zwei Funktionen er- 
fullt, namlich zuru einen die Fixierung der in dem Tragerstrom 
suspendierten Partikel und zum anderen die Funktion einer Wei- 
che bzw. eines Schalters, urn die in dem Tragerstrom suspendier- 
ten Partikel einer von mehreren Ausgangsleitungen zuzufuhren. 
Hierzu ist der Feldkafig im Bereich der Verzweigungsstelle der 
Ausgangsleitungen angeordnet. 

Der im Rahmen der vorliegenden Beschreibung verwendete Begriff 
einer Verzweigungsstelle ist allgemein zu verstehen und nicht 
auf den geometrischen Schnittpunkt der Ausgangsleitungen be- 
schrankt. Es ist vielmehr auch moglich, dass der Kafig bzw. die 
Weiche stromaufwarts vor dem Schnittpunkt der Ausgangsleitungen 
angeordnet ist. Beispielsweise umfasst der Begriff einer Ver- 
zweigungsstelle auch den sogenannten "Separatrix" . Dabei han- 
delt es sich urn die Trehnungslinie der laminaren Stromung in 
dem Tragerstromkanal. 

Ferner ist' zu erwahnen, dass in mindestens einer der Ausgangs- 
leitungen eine Fokussiereinrichtung angeordnet sein kann, urn 
' ein Absinken der Partikel in den Ausgangsleitungen zu verhin- 
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dern. Dies 1st vorteilhaf t, da die StrSmungsgeschwindigkeit in 
den Ausgangsleitungen vom Mittelpunkt der Ausgangsleitungen zu 
den Wandungen hin abnimmt, so dass sich die suspendierten Par- 
tikel bei einem Absinken in den Ausgangsleitungen wandnah abla- 
gern kSnnten, was durch die Fokussiereinrichtung verhindert 
wird. 

In einem weiteren Ausf uhrungsbei spiel wird der Tragerstromkanal 
aus mindestens zwei Eingangsleitungen gespeist, die jeweils ei- 
nen Tragerstrom mit suspendierten Partikeln zufiihren. 

Die beiden Teilstrome mit den suspendierten Partikeln konnen 
hierbei in dem stromaufwarts gelegenen Bereich des Tragerstrom- 
kanals zunachst durch eine Trennwand voneinander getxennt 
und/oder getrennt voneinander durch jeweils eine Messstation 
untersucht werden. 

In Abhangigkeit von dem Ergebnis dieser Untersuchung der ein- 
zelnen Teilstrome konnen die Partikel der einzelnen Teilstrome 
dann zusammengef iihrt oder abgeleitet werden. 

Weitere Einzelheiten und Vorteile der Erfindung werden aus der 
folgenden Beschreibung der beigefugten Zeichnungen ersichtlich. 
Es zeigen: 

Figuren 1 bis 4: Ausschnitte erf indungsgemaJier fluidischer 

Mikrosysteme mit verschiedenen Ausfiihrungs- 
formen. von Messeinrichtungen, 

Figuren 5 bis 13: Alternative Ausfiihrungsbeispiele. 

Die Figuren 1 bis 4 illustrieren verschiedene Ausftihrungsf ormen 
erfindungsgemaJier fluidischer Mikrosysteme in schematischer 
Teilansicht'. Fluidische Mikrosysteme, insbesondere zur Manipu- 
lierung biologischer Zellen s.ind an sich bekannt und werden da- 
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her mit weiteren Einzelheiten hier nicht beschrieben. Im fol- 
genden wird die Erfindung unter Bezug auf die Messung und Mani- 
pulation von biologischen Zellen erlautert, ohne auf dieses 
Ausfuhrungsbeispiel beschrankt zu sein. 

Figur' 1 zeigt ein.en Kanal 30 (oder ein Kompartimerit ) des.Mikro- 
systems 100 in schematischer Draufsicht. Der Kanal 30 wird 
durch die Seitenwande 31, 32, einen Boden 33 und eine Deckfla- . 
che (nicht dargestellt) begrenzt . Der Abstand zwischen den Sei- 
tenflachen 31, 32 liegt vorzugsweise im Bereich von 50 pm bis 
5 mm, insbesondere im Bereich von 100 pm bis 1 mm, und speziell 
im Bereich von 200 bis 800 pm (Breite des Kanals) , wahrend der 
Abstand zwischen dem Boden 33 und der Deckflache vorzugsweise 
rund 5 pm bis 200 pm, z. B. 20 bis 100 pm betragt (Hohe- des Ka- 
nals) . Das Mikrosystem 100 besteht vorzugsweise aus einem 
transparenten Material, zum Beispiel Glas oder Kunststoff, wo- 
bei mindestens im Bereich der Messstationen in Detektionsrich- 
tung Wande mit optischer Qualitat (wie zum Beispiel von Mikro- 
skop-Deckglasern) verwendet werden. Der Kanal 30 wird von einer 
FlussigkeitsstrSmung in Pf eilrichtung durchstromt . Die Flussig- 
keitsstrdmung ist typischerweise eine laminare Stromung mit ei- 
ner StrSmungsgeschwindigkeit im Bereich von z. B. 20 pm/s bis 
20 mm/s. In der Flus.sigkeitsstrSmung sind Zellen 20/ 21, 22 ... 
suspendiert, die mit dem erf indungsgemaften Verfahren detektiert 
werden sollen. Die Zellen bewegen sich in StrOmungsrichtung mit 
der gleichen Geschwindigkeit wie die Fliissigkeit. 

Im Kanal 30 ist eine erf indungsgemaBe Messeinrichtung 10 vorge- 
sehen, die allgemein zwei schematisch illustrierte Messstatio- 
nen 11, 12 umfasst. Die allgemein fur optische Messungen einge- 
richteten Messstationen sind aufgebaut, wie es an sich • fur 
Streulicht-, Durchlicht-, Phasenkontrast- oder Fluor eszenzmes- 
sungen bekannt ist. Sie umfassen eine Beleuchtungseinrichtung 
und eine Detektoreinrichtung (nicht mit Einzelheiten darge- 
stellt) . Die Beleuchtungseinrichtung dient je nach der Messauf- 
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gabe einer reinen Beleuchtung oder einer Anregung von Fluores- 
zenzlicht und umfasst zum Beispiel eine Laserlichtquelle . Jede 
Detektoreinrichtung 1st zur Detektion des. von einer Zelle 
durchgelassenen, abgeschatteten, gestreuten oder emittierten 
Lichtes eingerichtet und umfasst je nach der Messaufgabe ein 
Oder mehrere lichtempf indliche Elemente, z. B. Photodioden Oder 
CCD-Zeilen oder -Arrays. Die Detektion kann direkt oder nach 
optischer VergroBerung mit einem Mikroskop von der Deck- oder 
Bodenflache her vorgesehen sein. 

Die Beleuchtungseinrichtung kann filr eine lokale Fluoreszenzan- 
regung ausgelegt sein. Damit kSnnen die Vorteile verbunden 
sein, dass im Falle einer lokalen Anregung keine Interferenz 
rait der ersten optischen Detektion (Phasenkontrast ) auftritt, 
sich mehrere lokale Anregungs spots realisieren lassen und die 
Zellbelastung reduziert ■ ist . Diese Vorteile wurden mit herkomm- 
lichen Detektionstechniken nicht erzielt. 

Zur Verminderung von stSrendem Streulicht, das von der Beleuch- 
tungseinrichtung fur die Durchlichtmessung (11) oder als rtlck- 
reflektiertes Fluoreszenzanregungslicht auf die Detektorein- 
richtung fur die Fluoreszenzmessung (12) fallen kOnnte, kann 
das Mikrosystem 100 auf der Deck- oder Bodenflache mit einer 
abschirmenden Streulicht-Maske (gestrichelt eingezeichnet) aus- 
gestattet sein. Die Maske ist entgegengesetzt zur Fluoreszenz- 
Detektoreinrichtung positioniert . Bei einem Messaufbau mit ei- 
nem inversen Mikroskop (Detektion des Durchlichts / Anregung 
und Detektion der Fluoreszenz von der Bodenflache 33 her) be- 
findet sich die Maske beispielsweise auf der oberen Seite 

(Deckflache) des Mikrosystems . Diese Ausfuhrungsf orm ist zur 
Verbesserung des Signal-Rausch-Verhaltnisses bei schwach fluo- 

reszierenden Zellen von besonderem Vorteil. 



Die Maske besteht, .urn das von der anderen Seite eingespeiste 
Durchlicht auszublenden, aus einem lichtundurchlassigen Materi 
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al, insbe'sondere einer absorbierenden Schicht. Die Maske kann 
beispielsweise eine hochref lektierende Metallschicht ode'r ein 
stark absorbierendes Material, z.B. geschwarztes Pt umfassen. 
Eine Metallschicht erfordert ggf • einen entsprechend abgestimm- 
ten dichroitischen Spiegel, damit das reflektierte Fluoreszenz- 
anregungslicht nicht die Fluoreszenzemissionrtiessung. stort. Eine 
Pt-Schicht lasst sich einfach elektrolytisch aus „normalem" Pt 
im Kanal prozessieren. Es wurde das Durchlicht reflektieren und 
die Fluoreszenz (Anregung und Emission) absorbieren. Diese Va- 
riante ist besonders vorteilhaft, da die Fluoreszenzanregung 
(z.B. 488 nm) dann nicht die Fluoreszenzemissionmessung sowie 
Durchlichtmessung beeinflussen kann. 

Die Messeinrichtung 10 ist mit einer schematisch nur in Figur 1 
illustrierten Auswertung'seinrichtung 4 0 verbunden, die der Be- 
wertung der Detektorsignale dient und insbesondere eine Ver- 
gleichereinrichtung 41 enthalt, deren Funktion unten erlautert 
wird- 

Stromauf warts vor den Messstationen 11, 12 ist eine Fokussier- 
einrichtung 50 vorgesehen. Die trichterf ormige Fokussierein- 
richtung 50 dient der geraden Aufreihung der Zellen entlang ei~ 
nem Durchlassbereich mit einer Breite entsprechend der Breite 
•der Detektoren der Messeinrichtung 10. Die Fokussiereinrichtung 
50 umfasst in an sich bekannter Weise Fokussierelektroden in 
Form von geraden Elektrodenstreif en, die jeweils an der Deck- 
flache und/oder am Boden 33 vom Kanalrand hin zur Kanalmitte 
gerichtet sind. Die Enden der Fokussierelektroden sind vonein- 
ander beabstandet, so dass der' Durchlassbereich gebildet wird. 
Die Fokussierelektroden sind jeweils uber eine Anschlussleitung 
(nicht dargestellt) mit einer Steuereinrichtung (mit einer 
Hochf requenzspannungsquelle) verbunden . 

Stromabwarts nach den Messstationen 11, 12 ist ein dielektri- 
scher Feldk&fig 60 mit einer Gruppe von acht streif enf ormigen 
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Elektroden vorgesehen, in dem eine Zelle 25 in an sich bekann- 
ter Weise unter der Wirkung von Hochf requenzf eldern festgehal- 
ten und vermessen werden kann. Die Messung im Feldkafig 60 urn- 
fasst beispielsweise eine Elektrorotationsmessung oder eine 
hochauf ISsende Fluoreszenzmessung. 

Die Durchfiihrung des erf indungsgemalien Verfahrens umfasst die 
folgenden Schritte. Zunachst stromen die Zellen 21 mit der 
Flussigkeit ungeordnet durch den Kanai 30, bis sie an die Fo- 
kussiereinrichtung 50 gelangen. An dieser wird mit den 
Fokussierelektroden eine trichterf ormige Feldbarriere gebildet, 
die sich in Stromungsrichtung verengt.In der damit gebildeten 
Aufreihung passieren die Zellen 20 auf einer gemeinsamen 
Trajektorie- die Messstationen 11, 12. 

An der ersten Messstation 11 erfolgt als erste Messung eine 
Durchlichtmessung zum Beispiel im Phasenkontrastverf ahren. So- 
bald die Zelle 24 uber der ersten Messstation 11 erscheint, 
wird ein erstes Positivsignal erzeugt, dass den Zeitpunkt der 
Passage reprasentiert . Des weiteren liefert die Durchlichtmes- 
sung ein Bild oder bei Maskierung der Detektoreinrichtung ein 
Teilbild der Zelle 24, das als morphologischen Parameter eine 
Information uber zum Beispiel die Art 'des Objektes, die Objekt- 
grofie oder -form oder den Objektzustand (zum Beispiel leben- 
de/tote Zelle) liefert. Zusatzlich lasst sich bei geeigneter 
Maskenform die Geschwindigkeit des Objektes bestimmen. 

Zeitlich und raumlich versetzt erfolgt an der zweiten Messsta- 
tion 11 als zweite Messung eine Fluoreszenzmessung. Sobald die 
Zelle tiber der zweiten Messstation 12 erscheint, wird ein zwei 
tes Positivsignal erzeugt. Des weiteren liefert die Fluores- 
zenzmessung eine Aussage, ob die Zelle zum Beispiel mit einem 
bestimmten Marker beladen ist oder eine spezifische Substanz 
(z. B. Expression von Genen mittels GFP) enthalt.. Die Fluores- 
zenzmessung kann wie die Durchlichtmessung abbildend erfolgen, 
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wobei eine an sich bekannte Detektormaskierung (siehe oben) 
vorgesehen sein kann. 

Alternativ kann eine umgekehrte Detektionsreihenf olge vorgese- 
hen sein, indem erst die Fluoreszenz und dann der Phasenkon- 
trastgemessen wird. Dies kann vorteilhaft sein, wenn die Fluo- 
reszenzereignisse sehr selten sind. 

Die Positivsignale und die Detektorsignale der Messstationen 
werden an die Auswertungseinrichtung 40 geliefert. Die Korrela- 
tion der Positivsignale (Zeitdif f erenz) erlaubt die Bestimraung 
der Objektgeschwindigkeit und damit das Auslosen zum Schalten- 
weiterer dielektrischer und/oder optischer Elemente, beispiels- 
weise des dielektrischen Feldkafigs 60. Die Detektorsignale 
werden mit der Vergleichereinrichtung 41 mit bestimmten, in der 
Auswertungseinrichtung gespeicherteri Erwartungswerten vergli- 
chen, ebenf alls urn Steuersignale fur nachgeordnete dielektri- 
sche und/oder optische Elemente zu gewinnen. 

Gemali Figu.r 1 werden beispielsweise ungefarbte- (22) und Cal- 
cein-gefarbte (23) Zellen aufgereiht und vermessen. Eine hoch- 
aufgelOste f luoreszenzmikroskopische Untersuchung (insbesondere 
Abbildung) soil im Feldkafig 60 erfolgen, wenn die Zellen leben 
und gefarbt ( f luoreszierend) sind. Entsprechend werden die De- 
tektorsignale der Messstationen mit bestimmten Erwartungswerten 
in Bezug auf die Zellen (lebend/tot) und die Intensitat bei der 
Fluoreszenzdetektion ( Schwellwertvergleich) verglichen. Sind 
beide- Voraussetzungen fiir eine bestimmte Zelle erfullt, wird 
automatisch zeitlich abgestimmt der Feldkafig 60 angesteuert, 
so dass die Zelle gefangen wird, und die Fliissigkeitsstromung 
im Kanal 30 fiir die Dauer der hochauf gelSsten mikroskopischen 
Untersuchung. gestoppt. Fur diese kann vorteilhaf terweise die 
Beleuchtungseinrichtung der zweiten Messstation 12 zum Feldka- 
fig 60 verschoben werden. Tote oder nicht f luoreszierende Zel- 
len wiirden zwar registriert , aber nicht im Feldkafig 60 gefan- 
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gen werden. Vorteilhaf terweise wird dadurch der Durchsatz er- 
heblich erhoht, was sich besonders beim "rare event sorting" 
auswirkt, bei dem nach seltenen Ereignissen in einer Vielzahl 
von Proben. (zum Beispiel 1:100) gesucht wird. 

In Abhangigkeit von Steuersignalen der Auswertungseinrichtung 
konnen nachgeordnete dielektrische Weichen betatigt werden, urn 
bestimmte Zellen in einen Nachbarkanal abzulenken oder aus dem 
Mikrosystem in eine Kultivierungseinrichtung auszukoppeln. Die 
Ablenkung in einen Nachbarkanal erfolgt umgekehrt zu dem in Fi- 
gur 4 gezeigten Prinzip. 

Gemali einer abgewandelten, in Figur 2 gezeigten Ausf uhrungsf orm 
der Erfindung umfasst die erste Messstation 11 einen Impedanz- 
detektor 13. Der Impedanzdetektor 13 ist in Stromungsrichtung 
mit einem Abstand im Bereich von zum Beispiel 10 urn bis 2 mm 
von der Fokussiereinrichtung 50 angeordnet . Der Impedanzdetek- 
tor umfasst in an sich bekannter Weise zum Beispiel zwei oder 
vier Detektorelektroden, die an der Deckflache und/oder am Bo- 
den 33 des Kanals 30 angeordnet sind und zur Impedanzmessung im 
Kanal 30 mit Wechselspannungen beaufschlagt werden. Mit dem Im- 
pedanzdetektor 13 wird ein Messsignal gewonnen, aus dem analog 
zur optischen Messung die Grdfie der Zelle und ggf.' der Vitali- 
tatszustand abgeleitet werden kann. Vorteilhaf terweise konnen 
storende Streulichtef f ekte zwischen den Messstationen vermieden 
werden. Das Zusammenwirken mit der zweiten Messstation. 12 und 
der Auswertungseinrichtung (nicht gezeigt) erfolgt, wie es oben 
beschrieben ist. 

Figur 3 zeigt eine Ausf Uhrungsf orm der Erfindung, bei der den 
ersten und zweiten Messstationen 11, 12 weitere Messstationen 
14, 15, ... nachgeordhet sind. Die Messstationen 14, 15, ... 
sind wie die Messstation 12 fur eine Fluoreszenzmessung einge- 
richtet und ebenfalls mit der Auswertungseinrichtung (nicht ge- 
zeigt) verbunden. Diese Gestaltung ermoglicht, dass zunachst 
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ein erster Zellparameter (zum Beispiel die Groiie) bei der Mess- 
station 11 und anschliefiend wiederholt ein zweiter 'Zellparame- 
ter (zum Beispiel die Fluoreszenzintensitat) bei den Messstati- 
onen 12 und 14, 15, . gemessen wird. Es wird eine .Folge von 
Fluoreszenzintensitaten ermittelt, die charakteristisch fur die 
Kinetik einer Veranderung 'tier ZeTlen bei der Passage ah der 
Messeinrichtung 10 ist. 

Beispielsweise werden Zellen 20 in einer Fluoreszenzf arbstof f- 
losung suspendiert durch den Kanal 30 gestromt und mit der Fo- 
kussiereinrichtung 50 aufgereiht. Ini Lauf der Bewegung reichert 
sich zunehmend Farbstoff in den Zellen an. Der. Grad der Anrei- 
cherung kann an den Messstationen quantitativ erfasst werden 
(z. B. Erfassung einer Kalzium-Kinetik oder einer progressive 
Beladung mit .einem f luoreszierenden Stoff, z. B. CalceinAM) . 
Durch korrelierte Auswertung der einzelnen Detektorsignale kann 
die Fluoreszenz in Abhangigkeit von der Zeit spezifisch fur die 
einzelnen Zellen gemessen werden, 

Figur 4 ' illustriert eine Anwendung der Erfindung in einem Zwei-^ 
kanalsystem. Das Mikrosystem 100 umfasst zwei Kanale 34, 35, 
die tiber eine Durchtrittsof f nung 36 in einer Trennwand 37 ver- 
bunden sind. Eine Messeinrichtung 10 und weitere Messstationen 
befinden sich analog zu Figur 3 im Kanal 35. In einer Trager- 
fiassigkeit suspendierte Zellen 20 werden im Kanal 34 einge- 
spult. Ober ein kombiniertes dielektrisches Element 50, das ei- 
ne Ablenkfunktion und die oben genannte Trichterf unktion kombi- 
niert, konnen die Zellen in den zweiten Kanal 35 uberfuhrt und 
dort dielektrisch aufgereiht werden, Im Kanal 35 ist allgemein 
ein anderes chemisches Milieu oder z. B. eine Fluoreszenzf arb- 
stof flosung gegeben. In den uberfiihrten Zellen reichert sich 
der Farbstoff im Lauf der Zeit an. Analog zu Figur 3 erfolgt an 
vorbestimmten Messorten eine Fluoreszenzauslesung und eine Mes- 
sung der Kinetik der Farbstoff anreicherung. Die Anregung der 
Zellen erfolgt hierbei mit einer flachigen Beleuchtung (Objek- 
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tivsichtfeld) . Zur Verringerung des Ausbleichens ist die Kopp- 
lung von lokaler Anregung und Detektion vorteilhaftl 

Die Ablenkfunktion des kombinierten dielektrischen Elements 50 
kann so eingestellt sein, dass bestinimte Zellen die Feldbarrie- 
re im-Kanal 34 passieren '(z,B* kleine Zellen, auf 'die im Ver- 
gleich zur hydrodynamischen Kraft nur eine geringe dielektro- 
phoretische .Kraft wirkt) , wahrend die ubrigen Zellen in den Ka- 
nal 35 abgelenkt werden (grofie Zellen). Das Uberfiihren in den 
Kanal 34 kann ferner in Abhangigkeit von den Detektorsignalen 
der Messeinrichtung 10 so gesteuert werden, dass verhindert . 
wird, dass sich gleichzeitig zu viele Zellen im Bereich der 
Messeinrichtung 10 befinden. In dem Kanal 34 kann jedoch eben- 
falls eine Untersuchung erfolgen, wobei die vorstehend be- 
schriebenen Untersuchungsverf ahren angewendet werden konnen. 

Erf indungsgemaft kann ein dielektrischen Element vorgesehen 
sein, mit dem anstromende Partikel, insbesondere Zellen auf 
mehreren Trajektorien getrennt aufgereiht -und getrennten Mess- 
einrichtungen zugefuhrt werden, die im oder am Mikrosystem an- 
geordnet sind. 

Das in Figur 5 dargestellte Ausf uhrungsbeispiel stimmt weitge- 
hend mit. dem vorstehend beschriebenen und in Figur 1 darge- 
stellten Ausf uhrungsbeispiel uberein, so dass zur Vermeidung 
von Wiederholungen auf die vorstehende Beschreibung verwiesen 
wird und im Folgenden nur die Besonderheiten dieses Ausfuh- 
rungsbeispiels beschrieben werden, Daruber hinaus werden im 
Folgenden far entsprechende Bauteile dieselben Bezugszeichen 
wie in der Beschreibung zu Figur 1 verwendet, urn die Zuordnung 
zu erleichtern. 



Eine Besonderheit dieses Ausf uhrungsbeispiels besteht darin, 
dass in dem Kanal 30 zwischen der Fokussiereinrichtung 50 und 
dem Feldkafig 60 stromaufwarts vor der Messstation 11 eine ha- 
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kenformige Elektrodenanordnung 70 angeordnet 1st, die es ermog- 
licht, in dem Tragerstrom suspendierte Partikel f estzuhalten- 
undvor der Messstation zu parken.' Der Aufbau und die Funkti- 
onsweise der Elektrodenanordnung 70 ist beispielsweise in Mai- 
ler, T. et al . : "Life Cells in Cellprocessors" in Bioworld 2, 
2002 beschrieben, so dass aiif eine detailliert'e Beschreibung 
der Elektrodenanordnung 7 0 verzichtet werden kann und der In- 
halt dieser Druckschrift der vorliegenden Beschreibung in vol- 
lem Umfang zuzurechnen ist. 

Eine weitere Besonderheit dieses Ausf uhrungsbeispiels besteht 
darin, dass der Kanal 30 stromabwarts hinter dem Feldkaf ig 60 
in zwei Ausgangsleitungen 71, 72 verzweigt, um die in dem Tra- 
gerstrom suspendierten Partikel in Abhangigkeit von dem Unter- 
suchungsergebnis der Messstationen 11, 12 zu selektieren. Die 
Ausgangsleitung 71 dient hierbei zur Aufnahme und Abfuhrung von 
negativ selektierten Partikeln, wohingegen die Ausgangsleitung 
72 zur Aufnahme und Weiterf uhrung positiv selektierter Partikel 
dient. 

Die Verteilung der Partikel auf die beiden Ausgangsleitungen 
71, 72 erfolgt hierbei durch eine weitere Elektrodenanordnung 
73, die im Bereich der Verzweigungsstelle der beiden Ausgangs- 
leitungen 71, 72 angeordnet ist und bei einer elektrischen An- 
steuerung die positiv selektierten Partikel in die Ausgangslei- 
tung 72 treibt. Der Aufbau und die Funktionsweise der Elektro- 
denanordnung 73 ist beispielsweise in Mailer, T. et al. : "A 
3-D- microelectrode system for handling and caging single cells 
and particles" in Biosensors & Bioelectronics 14 (1999) 247-256 
beschrieben,- so dass auf eine detaillierte Beschreibung der E- 
lektrodenanordnung 73 verzichtet werden kann und der Inhalt der 
vorstehend erwahnten Druckschrift. der vorliegenden Beschreibung 
in vollem Umfang zuzurechnen ist. 
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Weiterhin 1st zu erwahnen, dass die Fokussiereinrichtung 50, 
die Elektrodenanordnung 70, die beiden Messstationen 11, 12, 
der Feldkafig 60 und die Elektrodenanordnung 73 in dem Kanal 30 
aufiermittig auf der Seite der Ausgangsleitung 71 angeordnet 
sind. Dies hat zur Folge, dass der von der Fokussiereinrichtung 
50 in dem Kanal 30 aufiermlttig f okussxerte " Partikelstrom ohne 
auilere Einwirkung automatisch in die Ausgangsleitung 71 fur ne- 
gativ selektierte Partikel gelangt, wohingegen eine aktive An- 
steuerung der Elektrodenanordnung 73 erforderlich 1st, urn die 
Partikel in die Ausgangsleitung 72 fur positiv selektierte Par- 
tikel zu befordern. Diese aufiermittige Anordnung eignet sich 
deshalb besonders bei Untersuchungen, bei denen nur wenige .Par- 
tikel positiv selektiert werden, da die Elektrodenanordnung 73 
dann nur selten angesteuert werden muss. 

Weiterhin ist zu erwahnen, dass in der Ausgangsleitung 72 fur 
die positiv selektierten Partikel eine weitere Fokussierein- 
richtung 74 angeordnet ist, die im Aufbau und in der Funktion 
der Fokussiereinrichtung. 50 in dem Kanal 30 entspricht. Die Fo- 
kussiereinrichtung 7 4 hat die Aufgabe, ein Absinken der Parti- 
kel in der Ausgangsleitung 72 zu verhindern und die Partikel in 
der Ausgangsleitung 72 mittig im Bereich grofier Stromungsge- 
schwindigkeiten zu halten. Dies ist vorteilhaft, da die Stro- 
mungsgeschwindigkeit in der Ausgangsleitung 72 von der Mitte 
nach auften hin abnimmt, so dass sich die Partikel bei einem Ab- 
sinken in der Ausgangsleitung 72 wandnah ablagern konnten, was 
durch die Fokussiereinrichtung 74 verhindert wird. 

Schlieiilich ist noch zu erwahnen, dass dieses Ausf uhrungsbei- 
spiel 2 Hullstromzuleitungen 75, 7 6 aufweist, die stromabwarts 
hinter der Fokussiereinrichtung 74 in die Ausgangsleitung 72 
mtinden und einen Hiillstrom zufuhren, urn z.B. eine schnelle und 
sichere Probenablage zu gewahrleisten . 
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Das in Figur 6 dargestellte Ausftihrungsbeispiel stimmt weitge- 
hend mit dem vorstehend beschriebenen und in Figur 5 darge- 
stellten Ausftihrungsbeispiel iiberein, so dass zur Vermeidung 
von Wiederholungen weitgehend auf die vorstehende Beschreibung 
verwiesen wird, wahrend im Folgenden nur die Besonderheiten 
dieses Ausf uhrungsbeispiels beschrieben werden. 

Eine Besonderheit dieses Ausf tihrungsbeispiels besteht darin, 
dass der Feldkafig 60 im Verzweigungsbereich der beiden Aus- 
gangsleitungen 71, 72 angeordnet ist und hierbei zwei Funktio- 
nen erfiillt, namlich zum einen die Fixierung der Partikel zur 
Untersuchung durch die Mess station 12 und zum anderen die Ver- 
teilung der Partikel auf die beiden Ausgangsleitungen 71, 72. 

Das in Figur 7 dargestellte Ausf iihrungsbeispiel stimmt weitge- 
hend mit dem vorstehend beschriebenen und in Figur 6 darge- 
stellten Ausftihrungsbeispiel iiberein, so dass zur Vermeidung 
von Wiederholungen weitgehend auf die vorstehende Beschreibung 
verwiesen wird, wahrend im Folgenden lediglich die Besonderhei- 
ten dieses Ausf Uhrungsbeispiels beschrieben werden. 

Eine Besonderheit dieses Ausf uhrungsbeispiels besteht in der 
konstruktiven Gestaltung des Feldkafigs 60, der hier aus sechs 
raumlich verteilt angeordneten Elektroden besteht. Der Feldka- 
fig 60 ist hierbei jedoch ebenfalls bifunktional und ermSglicht 
sowohl eine Fixierung von Partikeln in dem Tragerstrom zur Un- 
tersuchung durch die Messstation 12 als auch eine Verteilung 
der Partikel auf beiden Ausgangsleitungen 71, 72. 

Weiterhin sind die Fokussiereinrichtung 50, die Elektrodenan- 
ordnung 70, der Feldkafig 60 und die Messstationen 11, 12 hier- 
bei in dem Kanal 30 mittig angeordnet, was auch fur die folgen- 
den Figuren 8 und 9 entsprechend gilt. 
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Das in Figur 8 dargestellte Ausf uhrungsbeispiel stimmt weitge- 
hend mit dem vorstehend beschriebenen und in Figur 7 darge- 
stellten Ausf uhrungsbeispiel iiberein, so dass zur Vermeidung 
von Wiederholungen weitgehend auf die vorstehende Beschreibung 
verwiesen wird, wahrend im Folgenden nur die Besonderheiten 
dieses Ausf uhrungsbeispiels beschrieben werden. 

Eine Besonderheit dieses Ausf uhrungsbeispiels besteht darin, 
dass in dem Kanal 30 an der Ver zweigungsstelle der beiden Aus- 
gangsleitungen 71, 72 ein Sortierelement 77 in Form einer Elek- 
trodenanordnung angeordnet ist, urn die in den Partikelstrom 
suspendierten Partikel in Abhangigkeit von der Untersuchung . 
'durch die Messstation 11, 12 einer der beiden Ausgangsleitungen 
71, 72 zuzufiihren. Die . Sortiereinrichtung wird auch als "Ultra- 
Fast Sorter" (UFS) bezeichnet und erm5glicht eine schnelle Sor- 
tierung der suspendierten Partikel. Die iibereinander liegenden 
Pfeilelektroden sind hierbei permanent aktiviert, wahrend das 
.Umlenken. in die Ausgangsleitung 71 bzw. in die Ausgangsleitung 
72 durch Schalten des unteren bzw. oberen Eingangselektroden- 
parchens der Sortiereinrichtung 77 erfolgt. Hierbei ist zu er- 
wahnen, dass der laterale Abstand der Elektroden geringer als 
der vertikale Abstand ist. 

Figur 9 zeigt ein weiteres Ausf uhrungsbeispiel, bei dem der Ka- 
nal 30 zwei Eingangsleitungen 78, 7 9 aufweist, die in den Kanal 
30 munden und jeweils einen Tragerstrom mit suspendierten Par- 
tikeln zufiihren. 

In den beiden Eingangsleitungen .78, 7 9 ist jeweils eine Fokus- 
siereinrichtung 80, 81 angeordnet, urn die in den beiden Trager- 
stromen der Eingangsleitungen 78, 7 9 enthaltenen Partikel zu 
f okussieren. 

in dem Kanal 30 ist stromaufwarts im Bereich der Miindungs stelle 
der Eingangsleitungen 78, 79 eine Trennwand 82 angeordnet, wel- 
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che die uber die beiden Eingangsleitungen 78, 7 9 zugefuhrten 
Tragerstrome in dem stromauf warts gelegenen Bereich des Ka- 
nals 30 zunachst voneinander trennt. Die Trennwand 82 ist je- 
doch lediglich optional, so dass auch auf die Trennwand 82 ver» 
zichtet werden kann. 

Beiderseits der Trennwand 82 ist in dem Kanal 30 jeweils eine 
Messstation 83, 84 angeordnet, urn die in den beiden Teilstromen 
suspendierten Partikel zu untersuchen. 

In Abhangigkeit von dieser Untersuchung werden die Partikel 
durch eine Fokussiereinrichtung 8 5 entweder mittig fokussiert 
und dem Feldkafig 60 zugefuhrt oder sie stromen seitlich an dem 
Feldkafig 60 vorbei und gelangen in zwei Ausgangsleitungen 86, 
87 fur negativ selektierte Partikel. 

in dem Kanal 30 befindet sich eine weitere Messstation 88, die 
eine Untersuchung der suspendierten Partikel in dem Feldkafig 
60, d.h. im abgebremsten Zustand, ermoglicht. 

In Abhangigkeit von dieser weiteren Untersuchung werden die 
Partikel dann durch eine Sortiereinrichtung 8 9 entweder einer 
der beiden Ausgangsleitungen 8 6, 87 fur negativ selektierte 
Partikel oder einer weiteren Ausgangsleitung 90 fur positiv se- 
lektierte Partikel zugefuhrt . 

Das in Figur 10 dargestellte Ausf uhrungsbeispiel stimmt weitge- 
hend mit dem vorstehend beschriebenen und in Figur 5 darge- 
stellten Ausf uhrungsbeispiel uberein, so dass weitgehend auf 
die vorstehende Beschreibung verwiesen wird und im Folgenden 
• lediglich die Besonderheiten dieses Ausf uhrungsbeispiels be- 
schrieben werden. 

Eine Besonderheit dieses Ausfuhrungsbeispiels besteht darin, 
dass in dem Kanal 30 kein Feldkafig angeordnet ist, urn die dem 
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Tragerstrom suspendierten Partikel zu fixieren. Die Untersu- 
chung der in dem Tragerstrom suspendierten Partikel erfolgt 
hierbei also wShrend ihrer Stromungsbewegung . 

Eine weitere Besonderheit dieses Ausfuhrungsbeispiels besteht 
in der konstruktiven Gfes'taltung der" Elektrodenariordnung 73, die 
hier als Doppelelektrode ausgefuhrt ist. 

Die Fokussierungseinrichtung 50, die Elektrodenariordnung 70, 
die beiden Messstat-ionen 11, 12 und die Elektrodenanordnung 73 
sind hierbei ebenfalls auliermittig auf der Seite der Ausgangs- 
leitung 71 fur die negativ selektierten Partikel angeordnet, so 
dass die Elektrodenanordnung 73 aktiv angesteuert werden muss, 
um die in dem Tragerstrom suspendierten Partikel in die Aus- 
gangsleitung 72 fur positiv selektierte Partikel zu befordern. 
Diese auftermittige Anordnung eignet sich deshalb besonders fur 
Untersuchungen, bei denen nur ein geringer Prozentsatz von Par- 
tikeln positiv selektiert wird. 

Das in Figur 11 dargestellte Ausf iihrungsbeispiel stimmt weitge- 
hend mit dem vorstehend beschriebenen und in Figur 10 darge- 
stellten Ausf uhrungsbeispiel uberein, so dass zur Vermeidung 
• von Wiederholungen auf die vorstehende Beschreibung verwiesen 
wird und im Folgenden nur die Besonderheiten dieses Ausfuh- 
rungsbeispiels erlautert werden. 

Eine Besonderheit dieses Ausf tthrungsbeispiels besteht darin, 
dass die Fokussiereinrichtung 50, die Elektrodenanordnung 70, 
die beiden Messstationen 11, 12 und die Elektrodenanordnung 73 
in dem Kanal 30 aufiermittig auf der Seite der Ausgangsleitung 
72 fur positiv selektierte Partikel angeordnet sind. Ohne eine 
aktive Ansteuerung der Elektrodenanordnung 73 gelangen die in 
dem Tragerstrom suspendierten und von der Fokussiereinrichtung 
50 in dem Kanal 30 aufiermittig fokussierten Partikel also auto 
matisch in die Ausgangsleitung 72 fur positiv selektierte Par- 
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tikel, wohingegen die Elektrodenanordnung 73 aktiv angesteuert 
werden muss, urn die in dem Tragerstrom suspendierten Partikel 
in die Ausgangsleitung 71 fur negativ selektierte Partikel zu 
fordern. 

Diese auftermittige •' Anordnung eignef sich "desh'alb besonders fur 
solche Untersuchungen, bei denen nur ein geringer Prozentsatz 
der suspendierten Partikel negativ selektiert wird. 

Das in Figur 12 dargestellte Ausf uhrungsbeispiel stimmt weitge- 
hend mit dem vorstehend beschriebenen und in Figur 10 darge- 
stellten Ausf uhrungsbeispiel iiberein, so dass zur Vermeidung 
von Wiederholungen auf die vorstehende Beschreibung verwiesen 
wird und im Folgenden nur die Besonderheiten dieses Ausfuh- 
rungsbeispiels erlautert werden. 

Eine Besonderheit dieses Ausf tthrungsbeispiels besteht darin, 
dass der Kanal 30 stromabwarts unter den beiden Messstationen 
11, 12 In drei Ausgangsleitungen . 91, 92, 93 verzweigt, so dass 
die in dem Tragerstrom suspendierten Partikel in drei Klassen 
eingeteilt werden konnen. 

Das in Figur- 13 dargestellte Ausf uhrungsbeispiel stimmt 
schlieftlich weitgehend mit dem vorstehend beschriebenen und in 
Figur 12 dargestellten Ausf uhrungsbeispiel uberein, so dass zur 
Vermeidung von Wiederholungen auf die vorstehende Beschreibung 
zu Figur 12 verwiesen wird und im Folgenden nur die Besonder- 
heiten dieses. Ausf tihrungsbeispiels erlautert werden. 

Eine Besonderheit dieses Ausfuhrungsbeispiels besteht darin, 
dass die beiden Messstationen 11, 12 nicht in Stromungsrichtung 
hintereinander liegen, sondern bezuglich der Stromungsrichtung 
seitlich zueinander versetzt sind, wobei zwischen den beiden 
Messstationen.il, 12 eine Ablenkeinrichtung 94 arigeordnet ist, 
die eine seitliche Ablenkung der in dem Tragerstrom suspendier- 
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ten Partikel ermoglicht. Ohne eine aktive Ansteuerung der Ab- 
lenkeinrichtung .94 passieren die in deiti Tragerstrom suspendier- 
ten und von der Fokussiereinrichtung fokussierten Partikel also 
nur die Messstation 11 und stromen seitlich an der Messstation 
12 vorbei, 

Bei einer Ansteuerung der Ablenkeinrichtung 94 werden die in 
dem Tragerstrom suspendierten Partikel nach dem Verlassen der 
Messstation 11 dagegen seitlich zu der Messstation 12 abgelenkt 
und passieren diese ebenfalls. Die Ansteuerung der Ablenkein- 
richtung 94 erfolgt hierbei in Abhangigkeit von dem Ergebnis 
der Untersuchung durch die Messstation 11. 

Die in der vorstehenden Beschreibung, den Anspriichen und den 
Zeichnungen offenbarten Merkmale der Erfindung konnen sowohl 
einzeln als auch in ^Combination fur die Verwirklichung der Er- 
findung in ihren verschiedenen Ausgestaltungen von Bedeutuhg 
sein. 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Messung von Eigenschaften von Partikeln (20, 
21, 22), die sich in einer Flussi'gkeit suspendiert durch ein 
fluidisches Mikrosysteia bewegen, irtit einer ersten Messung eines 
ersten Parameters eines bestimmten Partikels an einer ersten 
Messstation (11), einer zweite Messung eines zweiten Parameters 
des Partikels mit einem Zeitabstand von der ersten Messung an 
einer zweiten Messstation (12), die von der ersten Messstation 
(11) raumlich getrennt ist, und einer gemeinsamen, korrelierten 
Evaluierung der ersten und zweiten Parameter, 
dadur ch gekennzeichnet , da s s 

die ersten und zweiten Parameter fur verschiedene Eigenschaften 
des gemessenen Partikels charakteristisch sind, und 
die Evaluierung einen Vergleich und/oder eine ^Correlation der 
ersten und zweiten Parameter mit vorbestimmten Erwartungswerten 
umfasst, wobei in Abhangigkeit vom Ergebnis des Vergleiches ei- 
ne weitere Messung oder Manipulationen am gemessenen Partikel 
folgen. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem als erster oder zweiter 
Parameter ein morphologischer Parameter des Partikels ermittelt 
wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, bei dem die Messung eine Durch- 
lichtmessung und/oder eine Imp edanzmes sung und/oder eine elek- 
trische Messung und/oder eine magnetische Messung umfasst. 

4. Verfahren nach mindestens- einem der Anspruche 1 bis 3, bei 
dem als erster oder zweiter " Parameter ein stofflicher Parameter 
des Partikels ermittelt wird, der fur die chemische oder biolo- 
gische Zusammensetzung des Partikels charakteristisch ist. 
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5. Verfahren nach Anspruch 4, bei dem die Messung eine Fluo- 
reszenzmessung umfasst. 

6. Verfahren nach .mindes tens einem der vorhergehenden Ansprii- 
che 2 bis 5, bei dem der morphologische Parameter zeitlich vor 

* -dem-s toff lichen Parameter gemessen wird- 

7- Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspru- 
che 2 bis 5, bei dem der stoffliche Parameter zeitlich vor dem 
morphologischen Parameter gemessen wird. 

8 . Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspru- 
che, bei dem als synthetische oder biologische Partikel feste - 
Partikel oder fliissige, vom Suspensionsmedium abgegrenzte Teil- 
chen an den Messstationen vorbeitreten. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, bei dem die biologischen Parti- 
kel biologische Zellen, Zellgruppen, Zellbestandteile oder bio- 
logisch relevante Makromolekule oder Zusammensetzungen aus die- 
sen umfassen. 

10* Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspru- 
r che, bei dem sich der gemessene Partikel wShrend der ersten und 
zweiten Messungen mit der Flussigkeit an den Messstationen vor- 
bei bewegt* 

11. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, bei dem die im Ergebnis des Vergleiches durchgefiihrte min- 
destens eine weitere Messung eine Messung am ruhenden, in der 
Fltissigkeit f estgehaltenen Partikel umfasst. 

12, Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, bei dem in Abhangigkeit vom Ergebnis des Vergleiches von 
mindestens zwei Messungen mindestens ein Manipulationselement 
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(60, 73, 77, 89) und/oder mindestens eine weitere Messstation 
(14, 15, 16) im Mikrosystem betatigt wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, bei dem in Abhangigkeit vom 
Ergebnis des Vergleiches mindestens ein dielektrischer Kafig 
(60), mindestens eine "dielektrische Weiche (73) , mindestens ein 
dielektrischer Manipulator und/oder mindestens ein optischer 
Manipulator und/oder ein magnetischer Manipulator bet&tigt wer- 
den. 

14. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Ansprti- 
che, bei dem aus den gemessenen Parametern die Zeit., die Rich- 
tung und/oder die Geschwindigkeit des Vorbeitritts des gemesse- 
nen Partikels an den Messstationen .(11, 12) ausgewertet werden. 

15. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspru- 
che,. bei dem eine Vielzahl von Partikeln (20, 21, 22) aufeinan- 
derfolgend gemessen und einzeln evaluiert werden- 

< 

16. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspru- 
che, bei dem an einer Vielzahl von Messstationen (11, 12, 14, 
15, 16) eine Zeitabhangigkeit von mindestens einem der gemesse- 
nen Parameter aufgenommen wird. 

17. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Ahsprii- 
che, bei dem die Partikel von einem ersten Kanal (34) in einen 
zweiten Kanal (35) uberfuhrt werden, in dem ein anderes chemi- 
sches Milieu als im ersten Kanal (34) gegeben ist und in dem 
unmittelbar nach der Oberfuhrung vom ersten Kanal (34) die ers- 
ten und folgenden Messungen durchgefuhrt werden. 

18. Messeinrichtung (10) zur Messung von Eigenschaf ten von 
Partikeln (20,. 21), die sich in einer Flussigkeit suspendiert 
durch ein fluidisches Mikrosystem (30) bewegen, mit einer ers- 
ten Messstation (11) fur eine erste Messung eines ersten Para- 
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meters eines Partikels (21), einer zweiten Messstation (12) fur 
eine zweite Messung eines zweiten Parameters des Partikels, die 
von der ersten Messstation (11) raumlich getrennt angeordnet 
ist, und einer Auswertungseinrichtung (40) zur gemeinsamen, 
korrelierten Evaluierung der ersten und zweiten Parameter, 
dadurch gekennzeiclinet, dass 

die ersten und zweiten Messstationen (11, 12) zur Messung von 
Parametern eingerichtet sind, die fur verschiedene Eigenschaf- 
ten des Partikels (21) charakteristisch sind, und 
die Auswertungseinrichtung (40) eine Vergleichereinrichtung 
(41) zum Vergleich der ersten und zweiten Parameter mit vorbe- 
stimmten ErwartUngswerten enthSlt, mit der in Abhangigkeit vom 
Ergebnis des Vergleiches ein Signal fur weitere Messungen oder 
Manipulationen am Partikel erzeugt werden kann. 

19. Messeinrichtung nach Anspruch 18, bei der die erste Mess- 
station (11) eine Durchlicht-Detektoreinrichtung oder einen Im- 
pedanzdetektor (13) umfasst. 

20. Messeinrichtung nach mindestens einem der Anspruche 18 oder 
19, bei der die zweite Messstation (12) eine Fluoreszenz- 
Detektoreinrichtung und/oder eine elektrische Detektoreinrich- 
tung und/oder, eine magnetische Detektoreinrichtung umfasst. 

21. Messeinrichtung nach Anspruch 20, bei der die Fluoreszenz- 
Detektoreinrichtung zur Verminderung von storendem Streulicht 
mit einer Streulicht -Maske abgeschirmt ist. 

22. Fluidisches Mikrosystem (30), das mit einer Messeinrichtung 
(10) nach mindestens einem der Anspruche 18 bis 21 ausgestattet 
ist. 

23. Fluidisches Mikrosystem nach Anspruch 22, bei dem die ers- 
ten und zweiten Messstationen (11, 12) in einem gemeinsamen Ka- 
nal des fluidischen Mikrosystems (30) angeordnet sind. 
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24. Fluidisches Mikrosystem nach mindestens einem der Anspruche 
22 Oder 23, bei dem stromaufwarts vor der Anordnung der Mess- 
stationen (11, 12) Fokussierelektroden (50) vorgesehen sind. 

25. Fluidisches Mikrosystem fiach mindestens einem der Ansprache" 
22 bis 24, das zwei Kanale (34, 35) umfasst, die ttber eine 
Durchtrittsoffnung (36) in einer Trennwand (37) verbunden sind, 
wobei die Durchtrittsoffnung (36) stromaufwarts vor der Anord- 
nung der Messstationen (11, 12) vorgesehen und mit einem Mani- 
pulationselement (50) zur Oberfuhrung von Partikeln (20, 21, 
22) vom ersten (34) in den zweiten Kanal (35) ausgestattet ist . 

2 6,- Fluidisches Mikrosystem nach mindestens einem der Anspruche 
22 bis 25, bei dem stromabwarts nach. der Anordnung der Messsta- 
tionen (11, 12) weitere Messstationen (14, 15,.,.) und/oder Ma- 
nipulationselemente vorgesehen sind. 

27. Fluidisches Mikrosystem nach Anspruch 26, bei dem die Ver- 
gleichereinrichtung (41) mit den Messstationen (13, 14,...) 
und/oder Manipulationselementen verbunden ist, so dass diese 
mit dem Signal der Vergleichereinrichtung betatigbar sind. 

28. Fluidisches Mikrosystem nach mindestens einem der Anspruche 
27 Oder 28, bei dem die Messstationen (14, 15,...) und/oder Ma- 
nipulationselemente mindestens • einen dielektrischen Kafig (60), 
mindestens eine dielektrische Weiche, mindestens einen die- 
lektrischen Manipulator und/oder mindestens einen optischen Ma- 
nipulator umfassen. 
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Zusammenfas sung 

Es wird ein Verfahren zur Messung von Eigenschaf ten von Parti- 
- keln- beschrieben, die' sich in'eirier Flussigkeit suspendiert" 
durch ein fluidisches Mikrosystem bewegen, mit einer ersten 
Messung eines ' ersten Parameters eines bestimmten Partikels an 
einer ersten Messstation (11), einer zweite Messung eines zwei- 
ten Parameters des Partikels mit einem Zeitabstand von der ers- 
ten Messung an einer zweiten Messstation (12), die von der ers- 
ten Messstation (11) raumlich. getrennt 1st, und einer gemeinsa- 
men, korrelierten Evaluierung der ersten und zweiten Parameter, 
wobei die ersten und zweiten Parameter fur verschiedene Eigen- 
schaften des gemessenen Partikels charakteristisch sind, und 
die Evaluierung einen Vergleich der ersten und zweiten Parame- 
ter mit vorbestimmten Erwartungswerten umfasst, wobei. in Abhan- 
gigkeit vom Ergebnis des Vergleiches eine weitere Messung oder 
Manipulationen am gemessenen Partikel folgen. Es wird auch ein 
' fluidisches Mikrosystem beschrieben, das zur Umsetzung des Ver- 
fahrens ausgelegt ist. 
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